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(57) Abrege : La prcscntc invention concerne dc nouvcaux polynucleotides comprcnant unc nouvcile sequence dc regulation pro- 
motrice d'un gene de lipoxygenase de tabac inductible par un agent inducteur et notamment en reponse a une agression par un 
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tion. L invention a egalement pour objet des cellules vegetales ou des plantes transformees avec un polynucleotide ou une cassette 
d' expression selon 1* invention. 
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ProoBoUeuir inductible die lipoxygenase, cassettes d'expression le comprennsintt ett 

plantes thraiasfonnees 



La presente invention conceme des polynucleotides compxenant une nouvelle 
5 sequence de regulation promotrice inductible en reponse a une agression par un 

pathogene ou en reponse a un autre agent d'induction. La presente invention a egalement 
pour objet des cassettes d'expression et des vecteurs comprenant une sequence de 
regulation promotrice selon l'invention qui controle l'expression d'une sequence codante 
et notamment d'une sequence codante h6terologue, het&rologue signifiant ici une 
10 sequence codante differente de la sequence codante native. L'invention concerne 
Egalement un organisme h6te et notamment des cellules v6g6tales et des plantes 
transferases avec un polynucleotide, une cassette d'expression ou un vecteur selon 
l'invention. 

Les lipoxygenases (LOXs) de plantes sont impliquees dans des processus 

1 5 physiologiques varies et ces fractions peuvent etre assurees par differentes isoenzymes. 
Cette diversite dans les fonctions biologiques se traduit aussi par des mecanismes de 
regulation ainsi que des localisations tissulaires et subcellulaires differentes selon les 
isoformes. Un r61e important est attribuS aux LOXs dans les r6ponses aux stress, en 
particulier la blessure, et les attaques parasitaires (Blee, Prog. Lipid Res., 1:33-37, 

20 1998). Une forte induction de Pexpression de genes LOX est ainsi mesuree dans de 
nombreuses plantes monocotyl6dones ou dicotyl&lones interagissant avec des bacteries, 
des virus ou des champignons, ainsi que suite a des blessures m6caniques ou caus^es par 
des insectes sur les feuilles, Un ADNc et un fragment genomique codant une LOX de 
tabac a ete clone (Ranee, These de Doctorat de TUniversite de Paris XI, 1997; Veronesi 

25 et al., Plant Physiol, 108:1342, 1995; GenbankX84040). Des experiences 

d'hybridation ADN/ARN (hybridation de type northern) ont montre que ce gene LOX 
s'exprime dans des cellules de tabac en culture consecutivement a V application 
d'61iciteur et dans des plantes de tabac inocul&s par le champignon Phytophthora 
parasitica nicotianae, Ppn (V6ron6si et al, Plant Physiol., 1 12:997-1004, 1996). Chez 

30 Arabidopsts thaliana , il existe au moins deux gfenes codant des LOXs. Le g£ne .4/LOX1 
s'exprime de manfere constitutive dans tous les organes de la plante avec des niveaux 
d'expression plus eleves dans les racines et dans les jeunes germinations (Melan et al, 
Plant Physiol., 101:441-450, 1993). Un forte induction de 1'activitS AtLOXl est d&ectfe 
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consecutivement a l'infection par Pseudomonas syringae. Une accumulation 
differentielle des transcrits LOX est mise en Evidence entre une interaction compatible 
ou incompatible. L' induction de P expression du g£ne est en effet plus importante et plus 
precoce apres inoculation par une souche avirulente. Par ailleurs il a ete montre que 
5 Pexpression du gene AtLOXl etait inductible apres traitement par le MeJa (methyl 
jasmonate) ou par Pacide abscissique. Un autre gene AtLOXl, divergent au niveau de sa 
sequence peptidique (environ 40% de similarity avec les sequences proteiques 
d'Arabidopsis AtLOXl et de tabac MLOX1) et possedant une sequence d'adressage aux 
chloroplastes, est pref&rentiellement implique dans la synthese d'acide jasmonique en 

10 reponse k la blessure (Bell et al, PNAS 5 92:8675-8679, 1995). Des ADN 

compl&nentaire codant des LOXs ont notamment ete isoles chez la pomme de terre, la 
tomate, le riz, 1'orge, le soja, le pois et le haricot. 

Cependant, un nombre restreint de genes de LOXs sp£cifiquement impliquees 
dans les mecanismes de resistance des plantes ont ete isotes. Par consequent, le nombre 

15 de promoteurs de genes LOX de plantes caracterises est limite en regard des nombreux 
clones d' ADNc isoles. Le promoteur du gene ^4fLOXl induit par la pathog£nese n'a pas 
^te isoie et caracterise et les promoteurs de genes LOX isoles jusqu'a pr&ent concement 
des LOXs normalement exprimees dans les graines, au cours de la germination ou de la 
maturation des fruits. Rouster et al ( Plant J., 1 1:513-523, 1997) ont ainsi isol£ le 

20 promoteur de la LOX1 de 1'orge, normalement active dans les germinations et dans les 
feuilles traitees par le MeJa. Le promoteur de la LOX2 du pois a aussi 6t6 clone et 
utilise pour l'expression du gene rapporteur uidA dans des plantes de tabac transgeniques 
(Forster et al, Plant Mol. Biol, 26:235-248, 1994). Les resultats montrent des niveaux 
depression eleves dans les graines, les feuilles et les tiges. Le promoteur clone ne 

25 presente done pas de specificite tissulaire marquee alors que le gene de la LOX2 de pois 
est preferentiellement exprim6 dans les graines. Les promoteurs de deux genes LOX de 
la tomate qui s'expriment normalement au cours de la maturation des fruits ont aussi ct€ 
isol6s (Beaudoin et Rothstein, Plant Mol. Biol, 33:835-846, 1997). Des promoteurs 
LOX ayant une activity sp£cifique des mecanismes de defenses et de resistance des 

30 plantes n'ont pas encore et£ isoles et caracterises. 

La presente invention conceme un promoteur de lipoxygenase 1 de tabac. Ce 
promoteur a un profil d'expression specifique des mecanismes de defenses des plantes, il 
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est active en reponse k un agent inducteur et notamment en reponse a Tagression d'une 
plante par un agent pathogene. 



Description de la liste de sequences 

5 

SEQ ID NO.l : Promoteur de la lipoxygenase 1 de tabac 
SEQ ID NO. 2-3 : Amorces PCR 



Description de I' invention 

Polynucleotides 

La presente invention concerne de nouveaux polynucleotides comprenant une 
sequence de regulation promotrice fonctionnelle dans les plantes. 

Par sequence de regulation promotrice, on entend selon I'invention la region non 
codante d'un gene impliquee dans la liaison avec TARN polymerase et avec d'autres 
facteurs qui sont responsables de 1'initiation et de la regulation de la transcription 
conduisant a la production d'un transcrit d'ARN, 

Selon la presente invention, on entend par "polynucleotide " une chaine 
nucleotidique simple brin ou son complementaire ou une chaine nucleotidique double 
brin pouvant etre de type ADN ou ARN. De preference, les polynucleotides de 
I'invention sont de type ADN, notamment d'ADN double brin. Le terme 
"polynucleotide" designe egalement les oligonucleotides et les polynucleotides modifies. 

Les polynucleotides de la presente invention sont isoies ou purifies de leur 
environnement naturel. De preference, les polynucleotides de la presente invention 
peuvent Stre prepares par les techniques classiques de biologie moieculaire telles que 
decrites par Sambrook et al. (voir Sambrook et al., Molecular Cloning : A Labratoiy 
Manual, 1989) oupar synthese biochimique. 

Dans un premier mode de realisation, I'invention concerne un polynucleotide 
comprenant une sequence de regulation promotrice de plante de la SEQ ID No.l. 

Dans un autre mode de realisation, I'invention a egalement pour objet des 
polynucleotides comprenant un polynucleotide choisi panni les polynucleotides 
suivants: 
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a) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective au polynucleotide de la 
SEQIDNo.l; 

b) un polynucleotide homologue au polynucleotide de la SEQ ID No, 1. 

Par " homologue " on entend selon F invention un polynucleotide presentant une 

5 ou plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence de reference. Ces 
modifications peuvent etre des deletions, des additions ou des substitutions d'un ou 
plusieurs nucleotides de la sequence de reference. De maniere avantageuse, le 
pourcentage d'homologie sera d'au moins 70 %, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% et de 
preference d'au moins 98% et plus preferentiellement d'au moins 99% par rapport a la 

0 sequence de reference. Les methodes de mesure et d'identification des homologies 
entre les sequences d'acides nucleiques sont bien connues de 1'homme du metier. On 
peut employer par exemple les programmes PELEUP ou BLAST (notamment Altschul et 
aL, J.Mol.Evol. 36:290-300, 1993; Altschul et al., LMol.Biol. 215 :403-10, 1990). De 
preference on utilisera les paramdtres par defaut. L'invention concerne done des 

5 polynucleotides comprenant des polynucleotides presentant au moins 70 %, 75%, 80%, 
85%, 90%, 95%, 98% et de preference au moins 98% et plus preferentiellement au 
moins 99% d'homologie avec le polynucleotide de la SEQ ID No. 1 ♦ De preference 
l'invention concerne un polynucleotide comprenant un polynucleotide d'au moins 50, 
100, 200, 300, 400, 500, 1000 nucleotides presentant au moins 70 %, 75%, 80%, 85%, 

0 90%, 95%, 98% et de preference au moins 98% et plus preferentiellement au moins 
99% d'homologie avec le polynucleotide de SEQ ID No. 1 . De preference, les 
polynucleotides homologues a un polynucleotide de reference conservent la fonction de 
la sequence de reference. 

Par " sequence capable de s'hybrider de maniere selective on entend selon 

5 Pinvention les sequences qui s'hybrident avec la sequence de reference a un niveau 
superieur au bruit de fond de maniere significative. Le niveau du signal genere par 
Pinteraction entre la sequence capable de s'hybrider de maniere selective et les 
sequences de reference est generalement 10 fois, de preference 100 fois plus intense que 
celui de Pinteraction des autres sequences d* ADN generant le bruit de fond. Les 

D conditions d'hybridation stringentes permettant une hybridation selective sont bien 
connues de l'homme du metier. En general la temperature d'hybridation et de lavage est 
inferieure d'au moins 5°C au Tm de la sequence de reference a un pH donne et pour une 
force ionique donnee. Typiquement la temperature d'hybridation est d'au moins 30°C 
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pour un polynucleotide de 15 k 50 nucleotides et d ! au moins 60°C pour un 
polynucleotide de plus de 50 nucleotides. A titre d'exemple, l'hybridation est realisee 
dans le tampon suivant: 6X SSC, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.02% PVP, 
0.02% Ficoll, 0.02% BSA, 500 ng/ml denatured salmon spenn DNA. Les lavages sont 
5 par exemple realises successivement a faible stringence dans un tampon 2X SSC, 
0,1%SDS, a moyenne stringence dans un tampon 0,5X SSC, 01%SDS et a forte 
stringence dans un tampon 0,1X SSC, 0,1%SDS. L'hybridation peut bien entendu etre 
effectuee selon d'autres methodes usuelles bien connues de rhomme du metier (voir 
notamment Sambrook et al., Molecular Cloning : A Labratoiy Manual, 1989). 
1 0 L'invention concerne done des polynucleotides comprenant un polynucleotide capable 
de s'hybrider de manure selective avec le polynucleotide de la SEQ ID No. 1. De 
preference, l'invention concerne un polynucleotide comprenant un polynucleotide d'au 
moins 50, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 nucleotides capable de s'hybrider de maniere 
selective avec le polynucleotide de la SEQ ID No. 1 . De preference, les 
15 polynucleotides s'hybridant de manure selective k un polynucleotide de reference 
conservent la fonction de la sequence de reference. 

Dans un troisieme mode de realisation, l'invention concerne un fragment 
biologiquement actif du polynucleotide selqn la SEQ ID No. 1 , 

Par "fragment biologiquement actif 1 on entend ci-dessus un polynucleotide ayant 
20 une activite promotrice ou une activite de regulation de la transcription notamment en 
reponse & des agressions par un agent pathogene ou par un autre agent inducteur d'une 
reaction de defense des plantes. 

Dans un mode de realisation prefere, les polynucleotides de la presente invention 
comprennent au moins une boite CAAT (positions 2055-2059 de la SEQ ID No.l) et au 
25 moins une boite TATA (positions 2178-2185 de la SEQ ID No. 1). De preference, les 
polynucleotides selon l'invention comprennent egalement des elements regulateurs, en 
particulier au moins une boite G (positions 1989-1992, 1847-1850, 1636-1639, 1162- 
1 165, 1038-1041, 189-192, 67-70 de la SEQ ED No.l) et/ou au moins une boite ERE. 

Preferentiellement, les polynucleotides de la presente invention comprennent au 
30 moins un polynucleotide choisi parmi les polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 1938 et la 
position 1 945 de la SEQ ID No. 1 ; et 
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b) un polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 576 et la 
position 584 de la SEQ ID No. 1; et 

c) un polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 513 et la 
position 520 de la SEQ ID No. 1. 

5 Dans un mode de realisation pr&ere, les polynucleotides de la presente invention 

comprennent un polynucleotide dont la sequence est comprise entre la position 821 et la 
position 875 de la SEQ ID No. 1 . 

Dans un mode de realisation pr^fdre, les polynucleotides de la presente invention 
ont une activity promotrice dans les plantes. 

10 Avantageusement, Tactivite promotrice n'est pas detectee dans les plantes saines. 

Dans un mode de realisation, les polynucleotides de la presente invention ont une 
activite promotrice dans certains organes des plantes saines importants pour la survie et 
la persistance de la plante. En particulier, Tactivite promotrice des polynucleotides de la 
presente invention est detectee dans les cotyledons de Tembryon, dans Thypocotyle et les 

15 feuilles cotyledonaires au cours de la germination, dans la region du collet et au niveau 
des petioles des feuilles de plantes en croissance et de plantes adultes, ainsi que dans les 
organes reproducteurs de la fleur et dans les petales de la fleur. Ce profil expression 
tissulaire dans des organes essentiels pour la survie et la persistance de la plante est en 
accord avec un role de defense et de protection. En particulier, Tactivite est detectee 

20 dans les zones d'abcission des feuilles et des fleurs. 

De preference, les polynucleotides de la presente invention ont une activite 
promotrice et regulatrice de Texpression en relation avec les mecanismes de defense des 
plantes et avec la pathogendse. Preferentiellement, cette activite promotrice est induite 
en reponse a un agent inducteur et notamment en reponse a une agression par un 

25 pathog&ie ou par un agent chimique. Par "agent inducteur" on entend tout agent 
chimique ainsi que tout agent produit par un pathog&ie susceptible de provoquer une 
reaction de defense des plantes. On citera notamment les eiiciteurs chimiques ainsi que 
les eiiciteurs d'agents pathogenes tels que les bacteries, les virus et les champignons. Par 
agent inducteur on entend egalement tout agent pathogfcne susceptible de provoquer une 

30 reaction de defense de la plante. 

Avantageusement, Tactivite promotrice des polynucleotides de la presente 
invention est induite consecutivement a des traitements eiiciteurs, a Tagression par des 
agents pathogenes notamment bacterien, fongique ou viral, et en particulier par 
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l'infection par Phytophthora. De preference, cette induction est tr6s pr6coce et est 
mesurable avant rapparition des necroses ou des symptdmes. Preferentiellement, 
Tamplitiude ^induction est elevee, au niveau quantitatif on mesure, apres 12 heures, 
une induction d'un facteur d'au moins 15, 25, 50, 75 et de preference d'un facteur 100. 
5 De preference, Tactivit^ promotrice des polynucleotides de la presente invention 

est induite par des agents inducteurs, en particulier par le traitement par le MeJa 
(m&hyle jasmonate), I'ACC (acide 1-aminocyclopropane-l carboxylique) etpar les 
metaux lourds. 

Avantageusement, Tactivit^ promotrice des polynucleotides selon la present 

1 0 invention est induite par le X-carraghenane, un polysaccharide extrait d'algues rouges du 
genre Gigartina (Mercier et al., New Phytologist 149:43-51, 2001). Avantageusement, 
cette induction est obtenue par traitement des tissus foliaires par infiltration. 

Les techniques pennettant d'evaluer 1'activite promotrice d'un polynucleotide sont 
bien connues de rhomme du metier. Ces techniques impliquent classiquement 

15 1'utilisation d'un vecteur d f expression comprenant dans le sens de la transcription le 
polynucleotide a tester et un gene rapporteur (voir Sambrook et al., Molecular Cloning : 
A Laboratory Manual, 1989). 
Cassettes cFeroressnon 

Selon un mode de realisation de Tinvention, les polynucleotides ayant une 

20 activity promotrice ou rdgulatrice selon l'invention sont insures dans une cassette 

d'expression en utilisant des techniques de clonage bien connues de lliomme du metier. 
Cette cassette d'expression comprend les elements necessaires a la transcription et k la 
traduction des sequences codant pour un gfcne rapporteur ou un polypeptide d'int&et. 
Les polynucleotides de la presente invention ayant une activite promotrice et/ou 

25 regulatrice de l'expression sont done avantageusement utilises pour exprimer un gene 
h&£rologue dans un organisme hote et notamment dans les cellules v£g&ales ou dans 
les plantes. Avantageusement, cette cassette d'expression comprend k la fois des 
elements permettant de faire produire un polypeptide par une cellule hote et des 
elements necessaires a la regulation de cette expression. 

30 La presente invention a done egalement pour objet des cassettes d'expression 

fonctionnelles dans les cellules vegetales ou les plantes comprenant dans le sens de la 
transcription, une sequence de regulation promotrice en 5', une sequence codante et une 
sequence de regulation en 3', danslaquelie la sequence de regulation promotrice en 5 1 



WO 02/06443 PCT/FRO 1/02216 

8 

comprend un polynucleotide choisi panni les polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide comprenant une sequence de regulation promotrice de plante 
caracterise en ce qu'il comprend le polynucleotide de la SEQ ID No. 1 ; et 

b) un polynucleotide capable de s'hybrider de maniere selective au polynucleotide de la 
5 SEQIDNo.l;et 

c) un polynucleotide homologue au polynucleotide de la SEQ ID No, 1; et 

d) un polynucleotide selon b) ou c) ayant une activite promotrice dans les cellules 
vegetales et les plantes; 

e) un polynucleotide selon b), c) ou d) dont l'activite promotrice est induite en reponse a 
0 un agent inducteur et notamment en reponse a une agression par un pathogene. 

Tout gene d'interet peut etre exprime dans un organisme h6te sous le controle 
d f un promoteur selon rinvention. De preference, les polynucleotides selon la presente 
invention ayant une activite promotrice sont utilises pour l'expression d'un gfene 
heterologue dans des cellule de plante ou dans une plante. 

5 Avantageusement, la sequence codante comprend une sequence codant pour un 

gene rapporteur ou une sequence codant pour une proteine ou un polypeptide d'interet. 
Parmi les genes rapporteurs on citera notamment les genes rapporteurs GUS (P« 
glucuronidase), GFP (green fluorescent protein), LUC (luciferase), CAT 
(chloramphenicol transferase) ou P-galactosidase (lacZ). 

[) De preference, la proteine d'interet est une proteine conferant aux plantes des 

proprietes de resistance aux maladies ou aux insectes. 

Dans un mode de realisation prefer, la proteine d'interet est choisi parmi les 
eiiciteurs fongiques ou les peptides lytiques. 

Au regard du mode d'induction du promoteur selon rinvention, la proteine 

5 d'interet est avantageusement une proteine conferant aux plantes des proprietes de 
resistance aux maladies et aux pathogenes. 

Parmi les proteines ou peptides d'interet conferant de nouvelles proprietes de 
resistance aux maladies on citera notamment les chitinases, les glucanases, 1'oxalate 
oxydase, toutes ces proteines et leurs sequences codantes etant largement decrites dans 

) la litterature, ou encore les peptides antibacteriens et/ou antifongiques, en particulier les 
peptides de moins de 100 acides amines riches en cysteines comme les thionines ou 
defensines de plantes, et plus particulierement les peptides lytiques de toutes origines 
comprenant un ou plusieurs ponts disulfides entre les cysteines et des regions 
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comprenant des acides amines basiques, notamment les peptides lytiques suivants : 

1'androctonine (WO 97/30082 et PCT/FR98/01814, deposee le 18 aout 1998) ou la 

drosomicine (PCT/FR98/01462, deposfe le 8 juillet 1998). 

Selon un mode preferentiel de realisation de 1'invention, la proteine ou peptide 
5 d'interet est choisi parmi les peptides eliciteurs fongiques, en particulier les elicitines 

(Kamoun et al., Mol. Plant microb. Interact, 6:15-25, 1993 ; Panabieres et al., Mol. 

Plant Microb. Interact, 8, 1995). 

Parmi les proteines d'interet conferant de nouvelles propri^tes de resistance aux 

insectes, on citera plus particulierement les proteines Bt largement decrites dans la 
0 litterature et bien connues de l'homme du metier. On citera aussi les prolines extraites 

de bacteries comme Photorabdus (WO 97/17432 & WO 98/08932). 

Les cassettes d'expression, selon la presente invention, peuvent en outre inclure 

toute autre sequence necessaire a l'expression du gene d'interet, comme par exemple des 

Elements de regulation ou des sequences signal permettant 1'adressage du polypeptide 
5 d'interet. 

Les techniques de construction de ces cassettes d'expression sont largement 
decrites dans la litterature (voir notamment Sambrook et al., Molecular Cloning : A 
Labratory Manual, 1989). 

Certains elements des cassettes d'expression selon l'invention sont illustres ci- 

0 dessous a titre non limitatif. 

Comme sequence de regulation en 5\ on peut utiliser les polynucleotides selon 
Tinvention seuls ou associes a au moins une partie d'un promoteur d'un g£ne 
s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un promoteur s'exprimant 
notamment dans les feuilles des plantes, comme par exemple des promoteurs dits 

5 constitutifs d'origine bacterienne, virale ou vegetale ou encore des promoteurs dits 
lumi^re dependants comme celui d'un gene de la petite sous-unite de ribulose- 
biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) de plante ou tout promoteur convenable connu 
pouvant etre utilise. Parmi les promoteurs d'origine vegetale on citera les promoteurs 
d'histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le promoteur d'actine de riz 

0 (US 5,641,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de plante, on citera celui de la 
mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur du circovirus (AU 689 
311). 

On peut encore utiliser les polynucleotides selon Tinvention en association avec 
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au moins une partie d'un promoteur specifique de regions ou de tissus particuliers des 
plantes, et plus particulidrement des promoteurs specifiques des graines ( Datla, R, et al., 
Biotechnology Ann. Rev., 3:269-296, 1997), notamment les promoteurs de la napine 
(EP 255 378), de la phaseoline, de la glutenine, de l'heliantinine (WO 92/17580), de 

5 l'albumine (WO 98/45460) ou de l'oflosine (WO 98/45461). 

Dans les cassettes d'expression de la presente invention on peut utiliser toute 
sequence de regulation permettant d'augmenter le niveau d'expression de la sequence 
codante ins6i6e dans ladite cassette d'expression. Selon l'invention, on peut notamment 
utiliser, en association avec la sequence de regulation promotrice, d'autres sequences de 

0 regulation, qui sont situees entre le promoteur et la sequence codante, telles que des 
activateurs de transcription ("enhancer"). Panni les sequences leader derivees de virus 
on citera par exemple l'activateur du virus de la mosaique du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou l'activateur du virus etch du tabac (TEV). DifKrentes 
sequences derivees d'introns de plantes peuvent egalement etre utilises pour augmenter 

5 le niveau d'expression du gene d'interet notamment chez les plantes monocotyledones. 
On citera par exemple l'intron I du gene de mais AdhI (Callis et al,, Genes Develop., 
1:1183-1200, 1987). 

Une grande variete de sequences terminatrices sont utilisables dans les cassettes 
d'expression selon l'invention. Ces sequences permettent laterminaison de la 

0 transcription et la polyadenylation de TARNm. Toute sequence tenninatrice 

fonctionnelle dans l'organisme hote s61ectionn6 peut 6tre utilisee. Pour I'expression 
dans les plantes on peut notamment utiliser le terminateur nos d'Agrobacterium 
tumefaciens, ou encore des sequences terminatrices d'origine vegetale, comme par 
exemple le terminateur d'histone (voir EP 0 633 317), le terminateur CaMV 35 S et le 

5 terminateur tmL Ces sequences terminatrices sont utilisables dans les plantes 
monocotytedones et dicotyledones. 

La presente invention a egalement pour objet un polynucleotide comprenant une 
cassette d'expression selon Tinvention et notamment un vecteur comprenant une cassette 
d'expression selon l'invention. 

D Avantageusement les cassettes d'expression selon la presente invention sont 

inserees dans un vecteur pour leur replication ou pour la transformation d'un organisme 
hote. 
Vecteurs 
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La presente invention conceme egalement des vecteurs de transformation ou 
d'expression comprenant au moins un polynucleotide ou une cassette d'expression selon 
la presente invention. Les vecteurs de la presente invention sont notamment utilises 
pour transformer un organisme hote et pour exprimer un polypeptide d'interet dans ledit 

5 organisme hote. L'organisme h6te est par exemple une bacterie, une levure, un 
champignon, une cellule de plante ou une plante. Ce vecteur peut notamment etre 
constitue par un plasmide, un cosmide, un bacteriophage ou un virus dans lequel est 
ins&e un polynucleotide ou une cassette d'expression selon l'invention. De maniere 
generale, tout vecteur capable de se maintenir, de s'autorepliquer ou de se propager dans 

0 une cellule hote afin d'induire l'expression d'un polynucleotide ou d'un polypeptide peut 
etre utilise. 

Les techniques de construction de ces vecteurs et les techniques d'insertion d'une 
sequence appropriee dans ces vecteurs sont largement decrites dans la litterature (voir 
notamment Sambrook et al., Molecular Cloning : A Labratory Manual, 1989). 

5 Avantageusement, les vecteurs selon l'invention comprennent au moins une 

origine de replication. De manidre prefer, les vecteurs de l'invention comprennent 
egalement au moins un marqueur de selection et de preference un marqueur de selection 
utilisable dans les cellules vegetales ou dans les plantes. Parmi les marqueurs de 
selection, on peut citer les genes de resistance aux antibiotiques tel que le g&ne nptll 

) pour la resistance a la kanamycine (Bevan et al., Nature 304: 1 84-1 87, 1983) et le g£ne 
hph pour la resistance a l'hygromycine (Gritz et al., Gene 25 : 1 79- 1 88, 1 983). On citera 
egalement les genes de tolerance aux herbicides tel que le gene bar (White et al., NAR 
18:1062, 1990) pour la tolerance au bialaphos, le gene EPSPS (US 5,188,642) pour la 
tolerance au glyophosate ou encore le gene HPPD (WO 96/38567) pour la tolerance aux 

> isoxazoles. On pourra egalement utiliser les genes codant pour des enzymes rapporteurs 
facilement identifiables comme P enzyme GUS ou des genes codant pour des pigments 
et des enzymes regulant la production de pigments dans les cellules transfonnees. De 
tels genes marqueurs de selection sont notamment decrits dans les demandes de brevet 
EP 242 236, EP 242 246, GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567 

) ou WO 97/04103. 

Avantageusement, ces vecteurs sont utilises pour la transformation d'un organisme 
hdte. L'homme du metier choisira les vecteurs de transformation appropries notamment 
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en fonction de Torganisme hote a transformer et en fonction de la technique de 

transformation mise en oeuvre. 

Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira notamment 

d'un virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et 
5 contenant en outre ses propres elements de replication et d' expression. De maniSre 

preferentielle, le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon 

T invention est un plasmide. 

De nombreux vecteurs ont ete developpes pour la transformation des plantes avec 

Agrobacterium tumefaciens. D'autres vecteurs sent utilises pour les techniques de 
0 transformation ne reposant pas sur Tutilisation d*Agrobacterium. Ces vecteurs sont bien 

connus de Thomme du metier et largement decrits dans la litterature. 

Transformation 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes 
hotes, en particulier des cellules vegetales avec un polynucleotide, une cassette 

5 d'expression ou un vecteur de transformation ou d'expression selon Tinvention. 

L'invention concerne 6galement un precede de transformation des cellules vegetales 
dans lequel on int&gre dans le genome des dites cellules vegetales au moins un 
polynucleotide, une cassette d'expression et/ou ou un vecteur selon l'invention. 
Selon la presente invention la transformation de l'organisme h6te peut Stre 

3 obtenue par tout moyen connu approprie, les techniques de transformation et notamment 
de transformation des plantes sont amplement decrites dans la litterature specialisee. 
Pour les procedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des 
plantes, on citera notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, 
US 4,536,475, US 5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, 

5 EP 672 752, US 4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, 
US 5,179,022, US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 
5,554,798, US 5,489,520, US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 
486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

Certaines techniques utilisent Agrobacterium notamment pour la transformation 

3 des dicotyiedones. Une serie de methodes consistent k utiliser comme moyen de 
transfert dans la plante un gene chimere insert dans un plasmide Ti d!Agrobacterium 
tumefaciens ou Ri d!Agrobacterium rhizogenes. D'autres methodes consistent a 
bombarder des cellules, des protoplastes ou des tissus avec des particules auxquelles 
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sont accroch&s les sequences d'ADN. D'autres methodes peuvent egalement etre 
utilisees telles que la micro-injection ou Telectroporation, ou encore la precipitation 
directe au moyen de PEG. 

L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la 
5 nature de l'organisme bote, en particulier de la cellule vegdtale ou de la plante. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules veg&ales et des plantes 
obtenus par les procedes de transformation decrits ci-dessus. 
Organismes hotes 

La presente invention conceme egalement un organisme h6te transforme avec un 
0 polynucleotide, une cassette d'expression ou un vecteur selon Tinvention. 

Par organisme hote, on entend en particulier selon Finvention tout organisme 
mono ou pluricellulaire, inffcrieur ou supfrieur, en particulier choisi panni les bacteries, 
les levures, les champignons ou les cellules v6g&ales et les plantes. De maniere 
avantageuse, les bacteries sont choisies parmi Escherichia coli, les levures sont choisies 
5 panni Pichia pastoris et Saccharomyces cerevisae, les champignons sont choisis parmi 
Aspergillus niger. De maniere preferentielle, Forganisme hote est une cellule veg&ale 
ou une plante. 

Dans un mode de realisation prefer^, 1'invention a pour objet des cellules veg&ales 
transformees ou des plantes transfoimfes comprenant au moins un polynucleotide, une 
0 cassette d'expression et/ou un vecteur selon 1'invention.. 

Par "cellule vegetale", on entend selon Finvention toute cellule issue d f une plante 
et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus diflferencies 
tels que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 
On entend par "plante" selon Finvention, tout organisme multicellulaire 
5 difference capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, 
plus particulierement des plantes de culture destinees ou non a F alimentation animale 
ou humaine, comme le mais, le ble, Torge, le sorgho, le colza, le soja, le riz, la canne a 
sucre, la betterave, le tabac, le coton,, le tournesol, le trefle etc. 

Selon un mode particulier de realisation de Finvention, Forganisme h6te 
O comprend au moins un autre g6ne hdt6rologue codant pour un peptide, un polypeptide 
ou une proteine d'interet Le polynucleotide comprenant un polynucleotide selon 
Tinvention et le ou les autres genes h6terologues peuvent avoir 6t6 introduits dans 
Forganisme h6te simultanement au moyen d'un meme vecteur les comprenant, ou au 



WO 02/06443 PCT/FRO 1/022 16 

14 

moyen de plusieuis vecteurs, ou de manfere s^quentielle au moyen de plusieurs 
vecteurs, ou encore par croisement de plusieurs organismes hotes, chacun comprenant 
un gdne h&erologue. 

Par gene heterologue, on entend selon Tinvention tout gene introduit de mantere 
5 artificielle dans l'organisme hote, et plus particulierement integre de maniere artificielle 
dans son g6nome, les methodes pennettant cette introduction ou integration pouvant Stre 
celles d^crites precedernment. 

Les plantes transformees selon 1'invention peuvent ainsi contenir d'autres genes 
d'interet, conferant aux plantes de nouvelles proprietes agronomiques. Parmi les genes 

10 conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes transformees, on peut citer 
les genes conferant une tolerance a certains herbicides, ceux conferant une tolerance a 
certains insectes, ceux conferant une tolerance a certaines maladies . De tels genes sont 
notamment decrits dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. On 
peut egalement citer les genes modifiant la constitution des plantes modifies, en 

15 particulier la teneur et la qualite de certains acides gras essentiels (EP 666 918) ou 
encore la teneur et la qualite des prot&nes, en particuliers dans les feuilles et/ou les 
graines desdites plantes. On citera en particulier les genes codant pour des proteines 
enrichies en acides aminfe soufitfs (WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/3 1554 ; WO 
94/20828; WO 92/14822 

20 Ces autres genes d'int&et peuvent §tre combines au gene chimere selon 

T invention soit par croisement conventionnel de deux plantes contenant chacune Tun 
des genes (la premiere le gene chimere selon i'invention et la seconde le gene codant 
pour la proteine d'interet) soit en effectuant la transformation de cellules veg6tales 
d'une plante contenant le gene codant pour la proteine d'interet avec le gene chim&re 

25 selon I'invention. 

La pr6sente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees telles que definies ci-dessus, en particulier les plantes regener£es k partir 
des cellules transformees et leur descendance. La regeneration est obtenue par tout 
proced6 approprie qui depend de la nature de Tespece, comme par exemple decrit dans 

30 les references ci-dessus. 

La presente invention concerne aussi les plantes genetiquement modifies dans le 
genome desquelles un polynucleotide ou une cassette d'expression selon Tinvention sont 
int£gres de manifcre stable et transmissible par reproduction sexuee. 
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La presente invention concerne egalement des plantes obtenues par croisement des 
plantes x6g6n6r6es ci-dessus avec d'autres plantes. Elle concerne aussi les graines de 
plantes transformees. 

5 Les exemples ci-apres permettent d'illustrer F invention, sans toutefois chercher a 

en limiter la portee. 

Toutes les ntethodes ou operations decrites ci-dessous dans ces exemples sont 
donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectue panni les differentes 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat Ce choix n'a aucune incidence sur 
0 la qualite du resultat et par consequent, toute methode adaptee peut §tre utilis^e par 
rhomme de Fart pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes d'ingenierie 
des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" 
Volumes 1 et 2, Ausubel F.M. et al. ou dans Sambrook et al 1989. 



Description des figures 

Figure 1: Activity glucuronidase des plantes P1LOX apres infiltration d'eliciteur 
de Ppn, dans la zone infiltree. 

A: L'activite enzymatique a ete dosee (en pmol MU/h/^ig prot) dans des disques foliaires 
preleves dans des zones infiltrees par l'eliciteur Ppn, aux temps indiques (4, 8, 12, 24 
heures). Les mesures ont ete effectuees pour 3 plantes d'une meme lignee transgenique 
(1,2, 3). Deux controles ont ete realises sur des plantes apres infiltration d'eau (4) et sur 
des plantes temoins sans infiltration (5). 

B: L'activite enzymatique a ete dosee (en pmol MU/h/^g prot) dans des disques foliaires 
preleves dans des zones infiltrees par Feliciteur Ppn, aux temps indiques (4, 8, 12, 24 
heures). Les mesures ont ete effectuees pour 3 lignees transgeniques differentes 
(l:lignee 4, 2: lignee 5, 3: ligneel3). 

Figure 2: Activite glucuronidase des plantes P1LOX apres infiltrati n d'eliciteur 
de Ppn, a distance de la zone infiltree. 

L'activite en2ymatique a ete dosee (en pmol MU/h/^ig prot) dans des disques foliaires 
preleves dans la moitte non infiltree de feuilles traitees par Sliciteur de Ppn, aux temps 
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indiquSs (0, 3, 7 jours). La croix indique la mort des tissus dans la zone infiltree. Des 
disques foliaires ont ete preleves dans la zone infiltree (1), dans la zone proche (2), dans 
la zone eloignee (3) et dans une feuille superieure (4). 

5 Figure 3: Activite glucuronidase dans les plantes P1LOX inoculees par Ppn race 0. 

L'activit6 glucuronidase a 6t€ mesur^e (en pmol MU/h/|ig prot) dans les racines de 
plantes inoculees, aux temps indiqu^s (5, 12, 24, 48 heures et 3 jours). La lign& 5 a 6t€ 
inoculee avec de l'eau (2) et avec Ppn race 0 (1). La lignfe 21 a et6 inoculee avec de 
l'eau (4) et avec Ppn race 0 (3). 

0 

Figure 4: - Effet du MeJa (methyl jasmonate) sur l'activitS glucuronidase- des 
plantes P1LOX. 

L'activite glucuronidase a et6 mesuree dans les plantes 24 heures apres traitement par le 
MeJa (250|xM). Pour chaque mesure, l'activite specifique des plantes traitees a 6t6 
5 rapportee k celle de plantes temoin trait6es avec de l'Ahanol, temoins auxquels la valeur 
1 a 6te attribute. Les histogrammes represented l'activite specifique rapport^ a celle des 
temoins. Les mesures realisees sur trois iignees de plantes P1LOX sont representees 
(lignees 5, 9 et 13). Deux essais (1) et (2) ont ete realises pour chaque lignee. 

0 EXEMPLES 

Exemole 1: Obtention d'un clone genomique de tabac renfermant la region 
promotrice du gfene LOX induit par la pathogenfese 
Description des sondes utilisies 

5 TL-J2 est un ADN compl&nentaire de 2888 pb, correspondant a un g&ie de LOX de 
tabac induit par la pathogenese. L'obtention de cet ADN compl&nentaire est decrite par 
Veronesi et al. (Plant Physiol., 108:1342, 1995), sa sequence est deposee dans GenBank 
sous le numero d'accession X84040. Un fragment EcoRl de 1409 pb, correspondant 
aux nucleotides 1222 k 2630 de TL-J2, nomme TL-35, a egalement ete utilise. 

0 Description de la banque genomique de tabac utilisee 

La banque genomique de tabac a ete acquise aupres de la societe Clontech (4030 
Fabian Way, Palo Alto, CA 94303-4607, USA, reference du produit FL1071d). II s'agit 
d'une banque realisee par digestion partielle par V enzyme Mbol d'ADN isol6 de plantes 
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de tabac Nicotiana tabacum, cv. Xanthi-nc, r^coltees 30 jours aprfcs emergence, puis 
selection de fragments d'une taille comprise entre 8 et 22kb et insertion des fragments 
obtenus au site BarnRl du vecteur EMBL3. 
Clones g&nomiques LOX de tabac 
5 Le criblage de la banque de tabac k Taide de 1* ADN compl&nentaire TL-35 a 

conduit a Tisolement et a la purification d'un clone de bacteriophage nomme Al , 
presentant une forte hybridation a la sonde TL-35. Une etape de sous-clonage de l'ADN 
phagique a permis d'isoler et de sequencer des fragments du clone Al qui s'hybridaient 
k la sonde LOX. L'analyse des sequences obtenues a montre que l'insert Al renfermait 
la partie 3' terminale du gfene MLOX1, et en particulier les nucleotides 260 a 2888 de 
FADNc TL-J2 repartis en 8 exons separ& par 7 introns. L'obtention d'un deuxteme 
clone g6nomique de tabac chevauchant avec le clone Al et renfermant la region 5' 
terminale du gene MLOX1 , est decrite dans la these de Doctorat de l'Universit6 de Paris 
XI- Orsay de Iann Ranc6 (1997, pages 46 k 48). Ce clone a 6t€ nomme 2A5. Le 
sequen9age partiel de PADN phagique a montre que le clone 2A5 contenait les 
nucleotides 1 a 259 de l'ADNc TL-J2, soit la region non traduite de 1'extremite 5' 
terminale du g£ne et la totalite de Texon 1. L'insert 2A5 est chevauchant avec le clone 
Al sur 2557 nt, qui correspondent aux nucleotides 297 a 2853 de la sequence de Tintron 
1 (d'une taille totale de 3798 pb). Une region de 2330 pb contenant 1'extremite 5 s 
terminale du g6ne LOX et les regions en amont a 6t6 sequence et denommee PI LOX. 
La sequence de ce fragment est presentee dans la SEQ ID No. 1. 
Isolement d'un fragment promoteur 

Le fragment d'ADN P1LOX de 2330 pb contenant les nucleotides 728 a 3047 du 
clone genomique 2A5 a 6t6 isote par amplification en chalne (PCR). Ce fragment 
contient la boite TATA putative et environ 2.2 kb de sequence en amont qui incluent 
potentiellement la majority des elements c/s-regulateurs. La region 3' terminale du 
fragment contient les 88 nucleotides de la region leader de TARN LOX, le codon 
initiateur ATG de la traduction du gene LOX ainsi que les nucleotides codant pour les 6 
premiers acides amines de la LOX de tabac. Les sequences des deux amorces utilises 
dans la reaction PCR sont indiquees ci-dessous et il faut noter i'insertion du site Xbal 
dans Pamorce sens et du site Smal dans Famorce anti-sens (caracteres soulignSs). 
Amorce Sens: 5' CCC TTTCTAGAC CAT TTA TTT CCC 3 ? 
Amorce Anti-Sens: 5' CTG TGA TTCCCGGGA CAA TCT TCT 3' 
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La reaction d' amplification contenait 300 ng d* ADN phagique du clone 2A5, 25 
picomoles de chacune des deux amorces, 200 \iM dNTP et 1 unite de Vent polymerase 
(New England) et son tampon de reaction. 1/ amplification s'est d&oulee sur 20 cycles 
et la sequence du fragment obtenu a ete veriftee. 

S Analyse de la sequence du fragment clone 

Une comparaison de sequence entre le promoteur P1LOX de tabac et la banque 
de donn6es d'acides nucleiques GenBank ne rev&le pas d'homologies significatives avec 
d'autres promoteurs. En particulier, un alignement de sequence entre le promoteur LOX 
de tabac et un fragment de 700 pb en amont de la sequence transcrite de la LOX1 

0 d'Arabidopsis thaliana, (Melan et al, Biochem. Biophys. Acta, 1210:377-380, 1994) ou 
le promoteur LOX1 de l'orge, inductible par le MeJa, ne met pas en evidence de regions 
conservees. Cette analyse permet cependant de detecter dans le promoteur P1LOX une 
sequence de 50 pb (position 821-875 de la SEQ ID No.l), en amont de la boite TATA, 
qui presente 90% d'homologie avec une region de 1'intron 2 d'un g&ne de tabac codant 

5 pour une phenylalanine ammonia-lyase ainsi qu'avec une region de 1'intron 5 du gene 
rbvmtl de tabac codant pour la methyl-transferase de la grande sous-unite de la 
Rubisco. 

Des elements regulateurs potentials, impliqu^s dans la regulation par le methyl 
jasmonate ou par les eliciteurs, ont aussi ete recherch^s dans la sequence du promoteur 

0 PILOXde tabac. 

De nombreux promoteurs induits par le methyl-jasmonate (MeJa) tels que le 
promoteur de la chalcone synthase du persil (Schulze-Lefert et aL, EMBO J., 8:651-656, 
1989), le promoteur du gene codant pour la proteine de reserve (VSP) du soja (Mason et 
al y Plant Cell, 5:241-251, 1993) ou le promoteur du gene de l'inhibiteur de proteinase II 

5 de la pomme de terre (Kim et al. 9 Plant PhysioL, 99:571-576, 1992) contiennent dans 
leur sequence une boite G (CACGTG) essentielle pour 1'induction. Un motif TGACG 
analogue a Telement asl identifie dans le promoteur 35S du CaMV est aussi impliquS 
dans la teponse au MeJa du promoteur de la lipoxygenase LOX 1 de Forge (Rouster et 
aL, PlantJ., 11:513-523, 1997). L'analyse dela sequence du promoteur LOX de tabac ne 

0 revele pas de motifs TGACG ou de boites G consensus. Plusieurs motifs ACGT 
pouvant etre assimiles & des boites G peu conservees sont cependant identifies dans le 
promoteur. 
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Plusieurs elements de sequence impliques dans la reponse a des eliciteurs ont 
aussi ete identifies dans differents promoteuis de plantes. On trouve principalement des 
boites ERE (AATTGACC) pour Elicitor Responsive Element, identifi&s en particulier 
dans le promoteur PR1 du gene PRm du mais (Raventos et aL, Plant J., 7:147-155, 

5 1995) et dans le promoteur PR1 de persil (Rushton et aL, EMBO J., 15:5690-5700, 
1996). Des boites EIRE (GTCAG) pour Elicitor Responsive Element sont aussi 
impliqu&s dans Tactivation par les eliciteurs comme montre en particulier pour le 
promoteur du gfcne de tabac codant une chitinase de classe I (Fukuda et aL, Plant Mol. 
Biol., 24:485-493, 1994). Recemment, une boite GCC appetee aussi ll&nent JERE 

0 (Jasmonic acid and Elicitor-Responsive Element) implique a la fois dans Tactivation par 
les eliciteurs et l'acide jasmonique a 6te caracterisee dans le promoteur du g&ie codant 
la strictosidine synthase de Catharanthus roseus (Menke et aL, EMBO J., 18:4445-4463 
1999). La recherche de ces elements dans la sequence du promoteur de la LOX de tabac 
n'a pas permis d'identifier de boites GCC ou EIRE. Trois motifs analogues a la boite 

5 ERE peuvent cependant etre localises en amont de la boite TATA. 
Exemple2: Obtention de la construction de fusion P1LQX;:GUS 

Apres une reaction de digestion par les enzymes Xbal et Smal, le fragment 
promoteur amplifie a ete clone aux meme sites dans le vecteur pBHOl (Clontech). Le 
clonage est realise de maniere a ce que le codon ATG du gene LOX soit dans le meme 

0 cadre de lecture que la sequence codante du gene rapporteur uidA, La construction 
chimerique ainsi obtenue est appelee PlLOX::GUS. 
Exemple 3: Transformation genetioue du tabac 

La construction PlLOX::GUS a ete transferee par electroporation dans des 
Agrobacteries de souche LBA4404. Les bacteries recombinantes obtenues ont ensuite 

5 6t6 utilis^es pour I'infection de disques foliaires de tabac, Nicotiana tabacum, lignees 
46.8 et 49.10 suivant des procedures standard (Horsch et aL, Plant Molecular Biology 
Manual, Kluwer Academic Publishers, 1988). Les lignees de tabacs utilisees sont quasi- 
isogeniques et se differencient par la presence dans la lign£e 46.8 d'un locus de 
resistance a la race 0 de Ppn. 

0 Les plantes reg^nerees sur un milieu de Murashige et Skoog (MS) contenant 150 

(ig/ml de Kanamycine sont placdes en chambre de culture puis en serre pour Pobtention 
des graines Tl. La presence de la cassette d'expression promoteur LOX- gene uidA ainsi 
que le nombre de copies du transgene dans le genome des plantes regenerees ont &6 
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determines par des experiences d'hybridation ADN/ADN (Southern). Les r&ultats 
montrent que les transfonnants primaires de la lignee 46.8 contiennent de 1 a 5 copies 
du transgdne. Les plantes 46.8 poss&Iant un faible nombre de copies ( monocopie ou 
deux copies) ont ete selectionnees pour P&ude du promoteur LOX. Pour ces lignees, les 
5 graines Tl issues de Pautofecondation des transfonnants primaires ont ete mises a 
germer sur milieu selectif et les plantes obtenues ont 6te utilisees pour l'etude de 
l'activite du promoteur. 

L'activite du promoteur P1LOX a ete caract&is6e a partir de trois types 
d'exp&iences mettant en jeu : 

- des infiltrations de feuilles avec des preparations d'eliciteurs 

- des inoculations racinaires par Phytophthora parasitica nicotianae (Ppn). 

- des tests deduction sur jeunes plantes permettant d'analyser Pinfluence de 
diverses molecules sur la regulation de l'activite du promoteur. 

Les experiences ont et6 realisees avec des plantes transg6niques, de gyration 
Tl, issues de lign6es independantes et contenant une ou deux copies du transgfcne par 
genome. 

Exemple 4: Detection et mesure de l'activite glucuronidase 

La detection histo-chimique de l'activite GUS est realisee essentiellement selon 
la methode decrite par Jefferson et al. (EMBO J., 6:3901-3907, 1987). Des tissus sont 
prelevfe sur les plantes transg&iiques et directement incubes h 37°C dans un tampon 
phosphate 50 mM, pH 7 contenant 0.5 mM de seis de potassium de ferro et ferri 
cyanure, 1 mM de X-GLUC (Eurogentec); et 0,1 % Triton X100. 

Apr6s coloration, les echantillons sont places dans une solution d'ethanol 70%, 
permettant d'61iminer les pigments chlorophylliens, puis observes pour analyse. 
Le dosage de l'activite GUS est realise selon le protocole standard (Jefferson et al, 
EMBO J., 6:3901-3907, 1987). Les echantillons rdcoltes sont broyes dans un tampon 
d'extraction pour obtenir un extrait proteique sur lequel est mesuree Pactivit6 
glucuronidase. La reaction enzymatique est r6alis6e pour 50 \iL d' extrait en presence du 
substrat MUG (Sigma) k ImM. L'apparition de methyl-umbelliferone (MU) est mesurte 
par dosage fluorometrique et les valeurs d'activite sont exprimees en picomoles de MU 
produites par heure et par (Xg de proteines. La quantite de proteines est Svaluee par la 
methode de Bradford (Biorad). 
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Exemple 5: Activite du promoteur P1LOX dans des plantes transgeniaues au cours 
du developpement 

Cette etude a ete rSalisee essentiellement sur des plantes Tl, issues de lignees 
transgeniques indSpendantes, contenant une ou deux copies de la construction 
5 PILOX::GUS. L'analyse de 1'activite du gene rapporteur dans les parties florales n'a ete 
effectuee que sur les transformants primaires. 

On peut distinguer trois profils d' expression distincts au cours du developpement 
Germination 

L'activit£ B-glucuronidase a ete analysee dans de jeunes germinations recoltees a 
10 differents stades de developpement. 

Stade 1 : 5 jours apr&s semis. 

La germination demarre par la sortie de la radicule h travers les teguments. On 

note a ce stade precoce une intense coloration limine dans une zone circulaire autour de 

la radicule k l'endroit oil elle emerge des teguments de la graine. Aucune coloration n'est 
15 detectee ailleurs sur la radicule. L'expression GUS est localisee au niveau du collet mais 

les tissus internes des teguments, autour de la zone de sortie de la radicule, semblent 

aussi fortement colons. 

Stade 2 : 7 jours apr£s semis. 

On observe a ce stade une elongation de la radicule et de l'hypocotyle. Les 
20 cotyledons sont generalement en dehors des teguments, qui pour leur part restent encore 

attaches a la plantule au niveau du collet L'expression GUS est detectee au niveau du 

collet et de l'hypocotyle en Elongation. Une expression forte est aussi visible sur les 

cotyledons. La coloration semble etre localisee sur les cellules epidermiques mais des 

coupes histoiogiques seront necessaires pour confirmer ce resultat Aucune activite n'est 
25 d&ect6e dans les racines et il y a une delimitation nette au niveau du collet entre zone 

coloree et non colore. 

Stade 3 : 10 jours apres semis. 

On a un developpement general des plantules avec une racine, un hypocotyle 

allonge et deux cotyledons developpes. Une expression GUS r^siduelle persiste dans les 
30 cotyledons. L'intensite de cette coloration est variable selon les individus et diminue au 

cours du developpement 

Stade Vegetatif 

L'analyse de Pexpression du gfcne rapporteur dans les differents tissus de plantes 
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en croissance et de plantes adultes a montr6 une activity B-glucuronidase limine k la 
region du collet ainsi qu'au niveau des petioles des feuilles. Une expression GUS a 6t€ 
detectee au niveau du collet a tous les stades du dSveloppement analyses. L'analyse de 
coupes sur du materiel frais a montre que cette expression est localisee au niveau des 

5 elements conducteurs. Une coloration GUS est visible dans le cylindre central de la 
partie haute de la racine et dans les vaisseaux du phloeme interne dans la partie basse de 
la tige. Une expression GUS a aussi 6t6 observee a la base des petioles des feuilles. 
L'observation microscopique de coupes transversales au niveau des noeuds de la tige a 
montr6 que les cellules qui developpent une coloration bleue appartiennent au 

0 parenchyme cortical. Ces indications suggerent que la zone coloree constitue la future 
zone d'abscission de la feuille. A P exception de ces tissus, aucune activite GUS n'a 6t6 
detectee dans les organes vegetatifs (feuilles, tiges, racines). 
Plante en jloraison 

Des fleurs a differents stades ainsi que des capsides encore immatures ont &e 
5 collectees pour Panalyse histo-chimique de l'expression GUS. Les resultats montrent que 
les parties vertes de la fleur telles que les sepales et le receptacle ne pr&entent pas de 
coloration GUS. Une expression GUS est cependant detectable dans les petales mais 
limit£e & la zone sup£rieure pigment^e. Les 6tamines ne semblent pas exprimer le gdne 
alors qu'une expression forte est d&ect£e dans le pollen. On observe aussi une 
0 coloration bleue au niveau du stigmate (peut Stre dfle au d6pot de pollen) ainsi qu'k la 
base du sac embryonnaire. A Tinterieur du sac embryonnaire, on observe que les ovules 
d6veloppent aussi une expression GUS. Cette activity est moderee et semble surtout 
localisee dans les cellules de surface. La zone d'abscission entre le style et le sac 
embryonnaire est aussi fortement coloree. Au niveau des capsides on observe une 
5 expression GUS limitee aux graines alors que le placenta et le systeme vasculaire ne 
sont pas colores. Des coupes transversales realisees dans des graines recoltees dans les 
capsules vertes montrent que P expression GUS est essentiellement localisee au niveau 
des cotyledons de l'embryon alors qu' aucune expression n'est detectee au niveau de 
Pendospenne. 

0 L'analyse histologique de Pactivite glucuronidase a permis de localiser 

precis6ment le profil tissulaire de Pactivite du promoteur P1LOX. L'expression GUS est 
d6tectee dans les cotyledons de Pembryon, dans Phypocotyle et les feuilles 
cotyl6donaires au cours de la germination. Une activite GUS est aussi d&ectee dans les 
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organes reproducteurs de la fleur ainsi que dans les petales. De nombreuses LOXs sont 
exprimees au cours de la germination ainsi que dans les fleurs ou les fruits. Ces LOXs 
sont gen£ralement impliquees specifiquement dans le deveioppement et interviennent 
dans les processus de croissance et de senescence cellulaire. L'expression de certains 

5 genes lies a la defense (Henning et a/., Plant J., 4:481-493, 1993) peut etre cependant 
detects dans les fleurs et dans les graines. De plus, Melan et collaborateurs (Plant 
Physiol., 105:385-393, 1994) ont montie que le gene ,4/LOXl induit lors de la 
pathog&iese est aussi activ£ de maniere transitoire dans les etapes pr6coces de la 
germination des graines d'A. thaliana. On peut done penser que l'expression GUS 

0 visualisee dans des organes essentiels pour la survie et la persistance de la plante est 
aussi en accord avec un role de defense et de protection. Celui-ci est d'ailleurs souligne 
par l'expression GUS detects dans le collet et dans les zones d'abscission, deux types 
de tissus correspondant k des zones de communication entre organes. Ce type 
d' expression tissu-spScifique a aussi 6t6 detects pour d'autres gfcnes li£s k la defense. En 

5 particulier il a ete montre que le promoteur du gfene PRB-lb du tabac s'exprimait 
specifiquement dans les zones d'abscission des feuilles et des fleurs (Eyal et al, Plant 
J., 4:225-234, 1993). L'expression constitutive de la LOX dans ces zones de 
compartimentation pourrait constituer une obstacle a la colonisation de la plante par un 
agent pathogene. 

0 Exemple 6: Infiltration d'Sliciteur 

Des infiltrations d'eliciteurs sont effectuees a Paide d'une seringue sans aiguille 
sur la face inferieure de feuilles adultes de plantes dgees de 8 semaines et cultivees en 
chambre de culture (photop&iode: 16 h jour/8 h nuit; temperature 25 °C jour/22°C nuit; 
hygrometrie 80 %). Les dosages GUS effectues a partir des plantes elicit^es sont realises 

5 sur des echantillons composes de trois disques foliaires de 1 cm de diametre preleves 
dans les zones traitees. Plusieurs echantillons sont prelev£s pour chaque traitement. 
Les experiences ont ete realisdes avec des plantes transgeniques, de generation Tl, 
issues de lign^es ind£pendantes et contenant une ou deux copies du transgene par 
g6nome. 

0 Infiltration d'&liciteur de Ppn (Phytophthora parasitica nicotianae) 

Une preparation de parois de Ppn k 30 (ig/ml est infiltrfe sur la face abaxiale de 
feuilles de plantes transgeniques adultes. Des zones d f environ 10 cm 2 sont infiltrees sauf 
pour la recherche d' activation systemique du promoteur pour laquelle des demi-feuilles 
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ont 6t6 entierement infiltrees. Une necrose totale ou partielle des tissus infiltr& est 
g^n&alement visible 24 k 48 heures aprfcs infiltration. L'&ude histo-chimique de 
l'expression du g&ae rapporteur 6 £ 8 heures aprds infiltration montre qu'une forte 
activity GUS est visible dans les tissus infiltres. Des analyses realisees 12 et 24 heures 

5 apres infiltration montrent, qu'a ce stade, la coloration GUS n'est plus visible que sur le 
pourtour de la zone necrosee. Aucune induction du gene rapporteur n f est detectee dans 
des zones infiltrees avec de Teau ou non infiltrees. 

Un dosage fluorom&rique de l'activite p-glucuronidase a ete effectue a partir de 
disques foliaires prelev^s dans les zones infiltrees. Les resultats obtenus concernent trois 

0 lignees independantes de plantes transgeniques P1L0X::GUS. On mesure une induction 
precoce du gene rapporteur des 4 heures apres traitement. Le niveau d'expression 
maximum est atteint entre 12 et 24 heures apres infiltration et correspond k environ 100 
fois le niveau mesure dans des zones infiltrees avec de Teau. Les resultats obtenus pour 
des plantes appartenant a la meme lignee ou a des lignees independantes sont diff&ents 

5 en terme d'amplitude mais presentent tous le meme profil general. 

Des infiltrations de la solution d'&iciteur de Ppn ont aussi ete r£alis£es sur des 
moities de feuilles adultes. Ces experiences ont pour but de rechercher Pactivation k 
distance du promoteur P1LOX dans la partie de la feuille non trait£e ainsi que dans les 
feuilles de rang superieur ou inferieur. Les dosages d'activites GUS ont 6X6 realises 3 

0 jours et 7 jours apres traitement. Une augmentation de l'activite GUS est detectee 3 
jours apr£s infiltration dans les tissus non traites proches de la zone infiltree. Les 
niveaux d'activite mesurSs restent mod&es et represented environ 20% des valeurs 
mesurees genfralement dans des zones infiltrees par l'eliciteur. Cette activity dans les 
tissus proximaux diminue a 7 jours alors qu'au meme stade une augmentation faible de 

5 l'activite GUS est mesuree dans des tissus eloignes de la zone infiltree mais localises 
sur la meme feuille. Aucune induction d'activite n'a ete detectee dans les feuilles non 
trait£es de rang superieur ou inferieur. 

Ces resultats sont represents aux figures 1-2. 
Infiltration de metaux lourds 

0 Des infiltrations de nitrate de plomb (PbN0 3 ) ont ete realisees pour analyser 

l'activite du promoteur consecutivement a des traitements par des metaux lourds. Ceux- 
ci se comportent comme des eliciteurs abiotiques et provoquent la necrose cellulaire des 
tissus trails. Nos experiences mettent en Evidence une induction de l'activite du gene 



WO 02/06443 PC77FR01/02216 

25 

GUS apres Tinfiltration de PbN03 a 10 mM. La revelation de la p-glucuronidase, 20 
heures apres traitement, fait apparaitre une forte coloration bleue dans les zones 
infiltrees en cours de necrose. 
Exemple 7: Realisation de blessures 

5 Les blessures sont r£alis6es sur des plantes au meme stade de developpement que 

celles utilisfes pour rinfiitration d'dliciteurs. Des feuilles d6velopp6es sont entterement 
blessees a Taide d'une seringue sans aiguille. L'extr£mit£ de la seringue est appuy^e sur 
la face inferieure de la feuille jusqu'a Pobtention d'une empreinte. Ces traces se 
necrosent par la suite au bout du deuxieme ou troisieme jour apres traitement 

0 Les dosages GUS effects a partir des plantes blessees sont realises sur des 
echantillons composes de trois disques foliaires de 1 cm de diametre preleves dans les 
zones traitdes. Plusieurs echantillons sont preleves pour chaque traitement. Les dosages 
d'activite GUS sont r6alis6s a partir de disques foliaires pr£lev£s sur des feuilles 
blessees 24 heures et 7 jours apres traitement Les donn£es obtenues montrent que dans 

5 les conditions de Pexperience la blessure n'induit pas d' augmentation de I'activit£ 
glucuronidase, bien que les zones blessees apparaissent n6crosees. 
Exemple 8: Infection racinaire par des zoospores de la race 0 de Ppn 
Obtention de zoospores 

Une pastille de mycelium de Ppn race 0 prealablement cultive sur un milieu 

0 synth&ique (Keen, Science, 187:74-75, 1975) est place sur une toile Agryl P17 (Sodoca, 
France) placee dans un milieu liquide V8, 5% (jus Campbell). Apres 4 jours de culture k 
25 °C la toile sur laquelle s'est developp6 le mycelium est transferee sur de la gelose 1 ,5 
%. Ce transfert entraine une carence nutritioimelle qui va induire chez le champignon la 
formation de sporocystes. Au bout de 4 jours de culture k 25°C, le mycelium est 

5 recouvert de 10 ml d'eau distiltee et transffcrd k 4°C pour 30 minutes. Ce choc thermique 
provoque la liberation des zoospores qui sont r£cup6rees avec le liquide et comptfes 
dans une cellule de Thoma. 
Inoculation des plantes 

Des plantes transgeniques de generation Tl cultivees en chambre de culture et 

0 agees de 5 semaines sont pr&evees et les racines sont debarrassees de la vermiculite. 
Les racines sont ensuite placees dans un tube de 2.5 ml contenant une suspension de 
zoospores de la race 0 du champignon a 400,000 spores/ml. Les plantes sont placees en 
chambre de culture pour la duree de V experience. Les plantes t&noins, non inocutees, 
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sont placees dans de Peau distillde. L'activitd GUS dans les plantes infectees est 
mesuree independamment sur les tissus foliaires preleves au dessus du collet et sur la 
partie racine-collet. 
Mesure de Vactivite GUS 

5 La rev&ation histo-chimique de la B-glucuronidase montre une induction forte du gfcne 
rapporteur dans les racines des plantes inoculees. Une activity GUS est visible dans les 
racines des 5 heures apres inoculation mais la coloration des tissus est plus intense apr&s 
12 heures et 24 heures. Quatre k cinq jours apr&s inoculation, 1* activity GUS dans les 
racines apparait beaucoup plus faible. Les rSsultats sont repr&entes h la figure 3. Dans 

0 l'ensemble du faisceau racinaire, seules quelques racines principales sont fortement 
colorees. Plusieurs profils sont observes: certaines racines d£veloppent une coloration 
sur toute leur longueur qui semble concerner toutes les cellules. Sur d'autres racines, on 
observe une activite intense au niveau des primordiums racinaires ainsi que dans le 
cylindre central. Une activity GUS intense est aussi visible dans le collet Les plantes 

5 non inoculees presentent une activite dans le collet qui est moins intense que dans le cas 
de P inoculation. Les racines des plantes non inoculees ne developpent pas de coloration 
GUS. Au cours de Pinteraction, le promoteur LOX est peu actif dans les organes 
aeriens. Une expression glucuronidase a cependant ete detectee sur les anciennes 
feuilles cotyl&Ionaires, proches du collet et au niveau des petioles des premieres 

0 feuilles. Le dosage fluorometrique de P activity GUS dans les racines de plante inoculees 
montre une induction rapide, detectable 5 heures apres inoculation avec un maximum 
d'expression entre 12 heures et 24 heures. L'expression diminue ensuite 
progressivement jusqu'au 3^ me jour post-inoculation. Dans les tissus foliaires, preleves 
au-dessus du collet, on note une induction de Pexpression GUS de plus faible ampleur 

5 (environ 10 fois moins que dans les tissus racinaires) avec un maximum d'activite 
mesure 48 heures apres inoculation. 

Le promoteur P1LOX est induit plus fortement lors d'tme interaction incompatible 
que lors d 9 une interaction compatible 

L'induction du promoteur a 6te quantifiee au cours d'une interaction de type 
) compatible ou incompatible. 

Des plantes 46,8 transgeniques (lignees 5 et 9) ont et6 infectees soit avec des 
zoospores de la race 0 de Ppn, (interaction incompatible), soit avec des zoospores de la 
race 1 (interaction compatible). A 3h, 8h ou 24 h apres inoculation, des plantes des deux 
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lots sont recoltees et utilisees pour des mesures de fluorim6trie. Des 3h on d&ecte une 
activite GUS pour les deux types d'interactions, superieure a celle detectee dans les 
t&noins non inocutes chez les plantes de la lignee 5. Le temps 8 h discrimine les deux 
types d* interactions : P activity sp6cifique mesuree chez des plantes rdsistantes est plus 
5 importante que celle mesuree chez des plantes sensibles. A 24 h elle est deux fois 
superieure. L'activite specifique dans les plantes non inoculees reste quasi-nulle. Des 
resultats similaires sont obtenus chez les plantes de la lignee 9* 

Ces resultats semblent montrer que la lipoxygenase est induite beaucoup plus 
fortement pendant une interaction incompatible que lors d'une interaction compatible. 
10 Exemple 9: Traitements par des messagers secondaires et des produits 
phvtosanitaires 

Ces experiences ont pour but d'analyser Pinfluence de molecules regulant 
l'activite de genes de defense sur Pactivite du promoteur P1LOX. On distingue 
classiquement trois voies de transduction des signaux declenchant les reactions de 

15 defense : une voie mettant en jeu le methyl-jasmonate, ime autre qui concerne Pacide 
salicylique et une troisieme qui fait intervenir P ethylene. Ces trois molecules ont done 
ete testees sur P induction du promoteur pour caracteriser quelle voie de signalisation est 
mobilisfe pour reguler Tactivation du promoteur P1LOX au cours de la pathogenese. II 
faut noter que nous avons utilise de l'ACC (acide 1-aminocyclopropane-l carboxylique) 

20 plutot que Pethylene gazeux. L'ACC, substrat de l'ACC oxydase, est le precurseur 
direct de r&hytene. 

Par ailleurs deux produits issus de Tindustrie phyto-sanitaire, le Bion® 
(Novartis) et PAliette® (Rhone-Poulenc) ont aussi et6 testes. V Aliette est la formulation 
commerciale du fosetyl-Al, un produit utilise comme fongicide systemique en 

25 particulier contre les champignons oomycetes. 

Le Bion est la formulation commerciale du BTH (benzo(l,2,3)thiadiazole-7-carbothioic 
acid S-methyl ester), un analogue chimique de Pacide salicylique qui induit Pacqxiisition 
d'une resistance systemique (SAR) chez les plantes traitees. 

Les graines transgeniques Tl sont sterilisees et mises h germer sur un milieu 

30 gelose MS contenant 1 50 \ig /ml de kanamycine. Les plantes sont recoltees k 6 semaines 
apres semis et placees dans des boites de Petri contenant un milieu liquide MS 0,1X, pH 
5.8, sans saccharose et contenant 0.001 % de Triton XI 00. Les solutions concentres 
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des differentes molecules ou produits testes sont ensuite rajoutees dans le milieu pour 
atteindre les concentrations suivantes : 

Methyl jasmonate (Aldrich) : 200 fiM, 500 nM et 1 mM 

ACC (Sigma) ImM 
5 Acide salicylique (Sigma) 50 (iM, 200 et ImM. 

BION® 500 mg/1 soit 1 .2 mM substance active 

ALIETTE® 125mg/l soit 282 ^M substance active 

Les boites sont scellees avec du Parafilm et placees en chambres de culture 
durant 24 heures avant analyse de l'activit6 GUS. Les dosages de TactivitS GUS sont 
0 realises sur des 6chantillons correspondant a 3 plantes rassemblees. 
Traitement avec VACC (acide 1-aminocyclopropane-l carboxylique) 

Les experiences realisees avec de TACC ImM ont permis de mesurer des 
inductions moderees de Pactivite glucuronidase, qui varient selon les ligndes d'un 
facteur 1.5 & 2. 
5 Traitement avec le MeJa (mdthyl jasmonate) 

Les plantes traitees par le m^thyle jasmonate ont permis de mettre en Evidence 
une induction de l'activit£ GUS 61ev6e. Les plantes P1LOX ont &e traitees avec 
250(iM ou 500|iM de MeJa. L'induction du promoteur est r£v6tee par mesure en 
fluorimdtrie de Tactivit^ GUS sur 3 lots de 2 plantes. Toutes les plantes traitfes 
0 presentent une activite GUS de 2 a 8 fois superieure a celle des temoins aprfcs un 
traitement par 250jxM de MeJA. Les r&ultats sont represents a la figure 4. Les memes 
rdsultats sont obtenus avec une concentration de 500yM. Une experience a cependant 
permis d'atteindre une valeur d'induction maximale d'un facteur 15, L'analyse histo- 
chimique de 1' activite glucuronidase a montre que Tinduction d'activite semble avoir 
5 lieu preferentiellement dans les feuilles. II faut noter qu'une activite GUS residuelle est 
detectee dans les feuilles cotyledonaires des plantes non traitees. 
Traitement avec SA (acide salicylique) 

Les dosages de 1'activite GUS apres application d'acide salicylique n'ont pas 
rev61e deactivation de P expression GUS dans les plantes traitdes. La coloration des 
0 plantes traitees par le SA est similaire a celle des plantes non traitees et ne met pas en 
evidence un effet inducteur du SA sur le promoteur P1LOX. Ces resultats sont 
confirmes par des mesures en fluorim&rie qui ne montrent pas non plus un effet 
inducteur du SA sur le promoteur P1LOX aux doses test6es. 
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II a precedemment ete montre sur cultures cellulaires que le SA inhibe une voie 
de signalisation induite par Ppn : des cellules traitees par une combinaison SA + 
eliciteur de Ppn ont une production d'ethytene inferieure a celle de plantes traitees par 
Peliciteur seul (Rickauer et al., Planta, 202:155-162, 1997). II etait interessant d'6tudier 
5 P effet du SA sur Pactivit6 inductrice de Peliciteur de Ppn sur la voie de signalisation 
LOX dans nos plantes transgeniques. Des plantes traitees avec Peliciteur montrent une 
importante coloration bleue, tant au niveau des feuilles que des racines. Lorsque les 
plantes sont traitees par Peliciteur et le SA, cette coloration est moindre, suggerant que 
le SA a Sgalement un effet antagoniste sur l'induction de la LOX par l'eliciteur. 

1 0 Traitement avec H2O2 

Le peroxyde d'hydrogene a 6t6 utilise pour tester Peffet d'une molecule 
impliquee dans le choc oxydant sur le promoteur PI LOX. Les plantes transgeniques ont 
et£ traitees par trois concentrations de peroxyde hydrogene (200 |iM, 2 et 20 mM), en 
presence ou non de catalase (qui detoxifie PH2O2 in planta). L'activite GUS est detectSe 

15 histochimiquement apres Ih ou 4 h de traitement. Dans ces conditions, aucun effet 
inducteur de Peau oxygen^e sur le promoteur PILOX n'a 6te mis en evidence. Nous 
avons par ailleurs produit de l'eau oxygenee directement dans nos milieux de traitement 
en utilisant la glucose oxydase et le glucose (6mM). Ces essais ne mettent pas non plus 
en evidence un effet inducteur de PH2O2 sur le promoteur PILOX . 

20 Traitement avec des produits phytosanitaires 

Le dosage de Pactivite GUS dans les tissus de plantes traitees par une solution 
d'Aliette a 125 mg/1 a permis de mettre en Evidence une augmentation nette de 
Pactivite. Sur deux lign£es transgeniques independantes, on mesure des niveaux 
d' activation compris entre 2 et 8 avec une moyenne de 4.5. Ces resultats sont confirm^ 

25 par 1' analyse histo-chimique de la glucuronidase qui montre Papparition d'une 
coloration bleue dans les plantes traitees. L 5 induction semble concerner les tissus 
foliaires ainsi que les racines. 

Le promoteur LOX n'est pas induit par le BION. En effet, Pensemble des 
experiences realises sur deux ligntes transgeniques indique une induction moyenne de 

30 Pactivite d'un facteur 1 .5. 
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Revendications 

1) Polynucleotide comprenant une sequence de regulation promotrice de plante 
caracterise en ce qu'il comprend le polynucleotide de la SEQ ID No. 1. 

5 

2) Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide choisi parmi les 
polynucleotides suivants: 

a) un polynucleotide capable de sTiybrider de maniere selective au polynucleotide de la 
SEQIDNo.l;et 

10 b) un polynucleotide homologue a au moins 80 % au polynucleotide de la SEQ ID No. 
1. 

3) Polynucleotide selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il a une activite 
promotrice dans les cellules vegetales et les plantes. 

4) Polynucleotide selon Tune des revendications 2 ou 3 caracterise en ce que ladite 
activite promotrice est induite en reponse a une agression par un pathogdne. 

5) Cassette d f expression fonctionnelle dans les cellules vegetales ou les plantes 
comprenant dans le sens de la transcription, une sequence de regulation promotrice 
en 5\ une sequence codante et une sequence de regulation en 3\ caracterisee en ce 
que la sequence de regulation promotrice en 5' comprend un polynucleotide selon 
l*une des revendications 1 a 4. 

6) Cassette d'expression selon la revendication 5 caracterisee en ce que la sequence 
codante comprend une sequence codant pour un gene rapporteur ou une sequence 
codant pour une proteine d'interet. 

7) Cassette d'expression selon la revendication 6 caracterisee en ce que la proteine 
d'interSt est une proteine conferant aux plantes des proprietes de resistance aux 
maladies ou aux insectes. 



8) Cassette d'expression selon la revendication 7 caracterisee en ce que la proteine 
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d'interet est choisi parmi les eiiciteurs fongiques ou les peptides lytiques. 

9) Vecteur comprenant un polynucleotide selon Tune des revendications 1-8. 

5 10)Proc6de de transformation des cellules vegetales caracterise en ce qu'il consiste k 
integrer dans le genome des dites cellules vegetales au moins un polynucleotide 
selon Tune des revendications 1 a 4, au moins une cassette d'expression selon Tune 
des revendications 5 a 8 ou un vecteur selon la revendication 9, 

10 11) Cellules vegetales transfonnees caracterisees en ce qu'elles comprennent un 
polynucleotide selon Tune des revendications 1 & 4, une cassette d'expression selon 
Tune des revendications 5 k 8 ou un vecteur selon la revendication 9. 

12) Procede d'obtention de plantes transfonnees caracterise en ce que: 

15 a) on transforme des cellules vegetales par integration dans le genome des dites 
cellules vegetales d'au moins un polynucleotide selon Tune des revendications 1 k 4, 
d'au moins une cassette d'expression selon Tune des revendications 5 a 8 ou d'un 
vecteur selon la revendication 9; et 
b) on regenfere une plante a partir des cellules vegetales transfonnees. 

20 

13) Procdde d'obtention de plantes transfonnees caracterise en ce que: 

a) on transforme des cellules vegetales par integration dans le genome des dites 
cellules vegetales d'au moins un polynucleotide selon l'une des revendications 1 a 4, 
d'au moins une cassette d'expression selon Tune des revendications 5 a 8 ou d'un 

25 vecteur selon la revendication 9; et 

b) on regenere une plante a partir des cellules vegetales transfonnees, et 

c) on croise la plante r£gener£e avec d'autres plantes. 

14) Plantes transfonnees susceptibles d'etre obtenues par un procede selon les 
30 revendications 12 ou 13. 

15) Plantes transfonnees caracterisees en ce qu'elles comprennent un polynucleotide 
selon l'une des revendications 1 a 4, une cassette d'expression selon Tune des 
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revendications 5 a 8 ou un vecteur selon la revendication 9. 



16) Plantes transfonnees caracterisees en ce qu'elles contiennent des cellules 
transferases selon la revendication 1 1 . 

17) Plantes transfonnees selon Tune des revendications 14 a 16, caracterisees en ce 
qu'elles sont choisi parmi les plantes suivantes : le tabac, le ble, l'orge, le sorgho le 
riz, le mais, le soja, le colza, le coton, le tournesol, la betterave, le trfcfle. 



10 18) Graines des plantes transfonnees selon Tune des revendications 14 a 17. 
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LISTS DE SEQUENCES 

<110> RhoBio SA 

<120> Promoteur inductible de lipoxygenase, cassettes 

d 1 expression le comprenant et plant es transformees 

<130> PM00034 

<140> 
<141> 

<150> FR 00 09250 
<151> 2000-07-13 

<160> 3 

<170> Patent In Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 2330 
<212> ADN 

<213> Nicotiana tabacum 
<220> 

<221> TATA_signal 
<222> (2178) . . (2185) 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (2301) (2303) 

<223> ATG codon d 1 initiation de la traduction 
<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (1989) . . (1992) 
<223> Core ACGT/Boite G 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1847) . . (1850) 
<223> Core ACGT/Boite G 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1636) . . (1639) 
<223> Core ACGT/Boite G 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1162) (1165) 
<223> Core ACGT/Boite G 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1038) . . (1041) 
<223> Core ACGT/Boite G 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (189) . . (192) 
<223> Core ACGT/Boite G 
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<220> 

<221> misc_feature 

<222> (67).. (70) 

<223> Core ACGT/Boite G 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1938) . . (1945) 
<223> Boite ERE 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> (576) . . (584) 
<223> Boite ERE 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> (513) . . (520) 
<223> Boite ERE 



<220> 

<221> CAAT_signal 
<222> (2055) . . (2059) 



<400> 1 

gaccatttat 

atataaacgt 

tgtttctagc 

ccatagttac 

ttaaaaatgt 

atcttgtgat 

ggagatccat 

tataaaataa 

ttgacaagaa 

attcaaatca 

aaataaattt 

aaaagaggaa 

gcaaatgact 

ttaataaaca 

tgctatagta 

cggtcctgag 

gagcatctga 

gatgatagac 

gggtaaaaaa 

ttgtaacaat 

cacgcacgcg 

gataatttta 

ttgcaactaa 

gagatgcaaa 

aagcaaaact 

atatttttga 

tttagtgtag 

ctccaactaa 

gaattatcca 

agtatttgta 

tatattaatt 

ttaattattt 

gaagaagaag 

aattgaaaac 

aaggataata 

atggcttttg 

caactacttg 

taaattaaac 



ttccctatat 
ataaaattat 
tatagtaaaa 
gttgggtagt 
cactagcaaa 
gaaaattgtt 
cattgacatc 
taaaatagta 
aggcaaaaaa 
ctccacttgt 
gaaatgcatt 
aagtattatt 
tttccaagtc 
catatacagt 
aagtgttgtt 
aaaaattcgg 
ttgtagtagc 
aaactcaacg 
acatactata 
agaacaacta 
gtgtttatat 
tttaccatct 
ttaactagca 
cgcatcaaat 
acggagtttg 
ggaaaagctt 
aaattagata 
gattgacgtg 
cgtaaataaa 
ccaagtcata 
aactatgatt 
aatgtaaaaa 
aatgaagaat 
gtacttgcta 
aagaccaata 
tatttttctt 
ttcttgctat 
tcatctaaat 



atagttctat 
tctcataatt 
ttctccatag 
gaaactagaa 
tagcaatagg 
gattattcaa 
aattgagttt 
ttgatgcatt 
atttcataga 
ttgcttgtgg 
taattggcta 
ggaaggggct 
agagtcgaac 
caaacctctc 
atagaaaaca 
attttaaaat 
gtcgtacact 
tcaaaaaagt 
actattgagg 
tacgtaacca 
caaacaaatg 
acatacaatg 
caattttgta 
tacctcggca 
gacgattttg 
gtttatgttt 
aacatgaata 
tagattttta 
cctgtgcaga 
ttatattatt 
aagtaaataa 
tccgatacag 
tggccaaact 
cccatcatgt 
tggacagacg 
tttttccctt 
aaatatcaga 
tctattttct 



gagtgcatgt 
gaaagtacat 
gagagtaact 
tggagtgaac 
ctctatattc 
tcaaaattta 
tatatataat 
tgaataataa 
ggaattgaac 
ggaagaattg 
tgatcagctt 
tttcttagtt 
atatgactat 
tataacatgt 
tatatattat 
aaatgactgt 
taatctaaac 
aattagaaag 
taatcatctg 
aagtgttttt 
aagaagagca 
tgtaaatact 
atattacaac 
aagatggaat 
agcgaatcgt 
tacggatgtt 
acagataatg 
gaaaggtaaa 
cattaattgc 
atggttaagt 
ttttatttac 
ataatttttt 
ttttgaaggc 
gctataaata 
atagctagac 
ttttattgtt 
tttcctagtt 
ttcgttttct 



aacgctcccg 
gtatttctac 
aaatttaatc 
cattactaag 
atatcaatag 
atgctcaact 
tttgtaccat 
aaaagagaag 
agaaaaatta 
accacataga 
ccttactcat 
tgaaagttca 
ttcctaaagc 
ttgttccgaa 
aacatgcata 
tatataggga 
gatgcatgtg 
gcaatacacg 
attgaaatta 
ctaagaatga 
atggataaat 
ttcacatcac 
aattctaatc 
ttcacggcac 
tttttttttt 
ccaaatatta 
aataagtatt 
agaaattcat 
tgtaaaattt 
gaattaataa 
aaacatacgt 
tgcgaaggca 
ttttgagaat 
aatctttttt 
aggaaagttg 
tttctttatt 
agaaacttca 
tggaaggtta 







a ^ ^ a ^ a era s 

aaaaLa^aal. 




aaaatttagt 


ion 






CaCyaCdCyC 


jUU 


atacttatat 


Ten 


Ct<^<^ U I- y LOUCL 


420 


agaaaggatt 


480 


aaatattagg 


540 


caacaagaga 


600 


atcctacaag 


660 


gaagaagatg 


720 


attttaattt 


780 


attttttgac 


840 


atataatact 


900 


tattgttata 


960 


ggtaaatttt 


1020 


agtcttatta 


1080 


ctattataaa 


1140 


gggttaatta 


1200 


gttcaaaaat 


1260 


tccttgcaag 


1320 


gttttgaaat 


1380 


aatataaaca 


1440 


gggggaaaaa 


1500 


aacaacttat 


1560 


ttcagaatca 


1620 


ttgggcccaa 


1680 


tatccgcatg 


1740 


ggtaataata 


1800 


tatgcattta 


1860 


aaaagaaaag 


1920 


agaagaggaa 


1980 


taataaataa 


2040 


gaatatagag 


2100 


ctcaactaga 


2160 


caacacaaat 


2220 


ttgagagaga 


2280 
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aagttatcaa acagttaata atgtttctgg agaagattgt ggatgcaatc 2330 



<210> 2 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Amorce 
Sens 

<400> 2 

ccctttctag accatttatt tccc 24 



<210> 3 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Amorce 
Anti-sens 



<400> 3 

ctgtgattcc cgggacaatc ttct 



24 



